










































影響を及ぼさなかった。また、OCCM-30 には mGluR5 の遺伝子発現が検出されなかった
ことから、mGluR1 がセメント芽細胞の増殖促進に関与していることが示唆された。さら
に、DHPG 刺激により、細胞増殖の重要な調節因子であるサイクリン D1 の遺伝子発現お
よび同分子の核内移行が促進された。一方、DHPGは p38 mitogen-activated protein（MAP）




















有する[5]。セメント芽細胞は in vivoおよび in vitroにおいて骨芽細胞と同様に、アルカリ






















の作用を示す。 mGluRは Gタンパク質共役型受容体であり、mGluR1から mGluR8まで
確認されており、そのシグナル伝達経路は３つの異なるグループに分類されている[13]。グ
ループ I mGluRは mGluR1および mGluR5を含み、ホスホリパーゼ C-β（PLC-β）、ジ
アシルグリセロールおよびイノシトール三リン酸を活性化するために Gαq タンパク質が存
在している。これらの経路は、プロテインキナーゼ C（PKC）の活性化につながる[14]。グ
ループ I mGluRとそのアダプタータンパク質である Homer1は、神経細胞のアポトーシス
を抑制し、Phosphoinositide 3 (PI3)キナーゼ/ Akt活性の活性化を誘導する[15]。グループ
IIおよび III mGluRは抑制性Gタンパク質であるGiを介したシグナル伝達によって cAMP










ていることが報告されている[19]。 一方、PDL 細胞は mGluR2 から６までを発現してお








mGluRs の発現や、同細胞の分化および増殖における mGluRs の関与については全く知ら
れていない。本研究では、セメント芽細胞に mGluR1 が発現していることを初めて示し、









L-グルタミン酸は、Sigma（St. Louis, MO, USA）から購入した。ジヒドロキシフェニルグ
リシン（DHPG）と 2-クロロ-5-ジヒドロキシグリシン（CHPG）は Abcam（Cambridge, UK）
から購入した。 p38 MAPキナーゼ阻害剤 SB203580、c-Jun N-terminal protein kinase（JNK）





不死化マウスセメント芽細胞株 (OCCM-30) [6]は 10% 非働化ウシ胎児血清 (FBS) (Gibco 
BRL, Rockville, MD, USA) 、抗生物質ペニシリン G (100 U/ml) およびストレプトマイシン 
(100 µg/ml) 添加 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco)を用いて継代およ
び培養した。不死化マウス前骨芽細胞株  (MC3T3-E1) は American Type Culture 
Collection (Manassas, VA, USA) から購入し、10% FBSおよび抗生物質添加 α-Minimum 
Essential Medium (α-MEM) を用いて継代培養した。ヒト PDLは、東北大学病院におい
てインフォームドコンセントの得られた健康な患者 (19～29 歳)から臨床的に炎症兆候の
ない第三大臼歯を抜去歯から分離した 。採取した組織片を 10% FBSおよび抗生物質添加
α-MEM に静置し、out-growth してきた細胞を PDL 細胞とした。PDL 細胞は、コンフル
エントに達した後、0.25％ trypsin- 0.1% EDTA処理を施し、ディッシュからはがして継
代培養を行い、3代から 6代のものを実験に供試した。実験手順は東北大学大学院歯学研究
科の倫理審査委員会によって承認された（承認番号 20-19）。なお、培養に用いた試薬で特








96 ウェルマルチプレートを用い１ウェルあたり 1×103〜2×103 細胞を播種した。細胞を 
L-グルタミン酸、DHPGあるいはCHPG存在下で 2％FBS含有DMEMで培養した。DHPG
による細胞増殖にMAPキナーゼが関与しているかどうかを検討するため、細胞をp38 MAP
キナーゼ阻害剤 SB203580、JNK阻害剤 SP600125または ERK1/2阻害剤 PD98059で 30
分間前処理したのち DHPGで 72時間刺激した。全ての刺激培養は、培養液中の DMSOが
同じ濃度（0.05％(v/v)）になるよう調整した。細胞数は Cell Counting Kit-8 TM (同仁化学
研究所, 熊本, 日本) を用いて計測した。Cell Counting Kit-8 TMの組成は 5 mM WST-8 
(2-(2-メトキシ-4-ニトロフェニル)-3-(4-ニトロフェニル)-5-(2,4-ジスルホフェニル)-2H-テト
ラゾリウムナトリウム塩)、0.2 mM 1-メトキシ-5-メチルフェナジニウムメチルスルファー
トそして 0.15 M 塩化ナトリウムである。細胞はリン酸緩衝生理食塩水(PBS)による洗浄後、
100 µlの 10% WST-8溶液を加え、37℃で 1時間処理した。その後、VERSAmax TM Tunable 





逆転写および定量的リアルタイム polymerase chain reaction (PCR) 
Qiashredder and RNeasy® Kits (QIAGEN, Valencia, CA, USA) を用いて細胞から全RNA
を抽出し、DNase (DNA-free TM, Ambion Inc., Austin, TX, USA) 処理を施した。なおRNA
の抽出は製品マニュアルに従って実施した。得られた全RNA 0.5 µgに、Transcriptor First 















mouse Cyclin D1 
(5'-AATGTACTCTGCTTTGCTGAA-3'/5'-ATGAGACCACTAGAGGTCG-3');  




















逆転写の条件は、25/10、55/30、85/5 [温度 (℃) / 時間 (分)]に設定し、iCycler® (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いて行った。リアルタイムPCRの条件は、40サイ
クル、95/60、55/30、72/30 [温度 (℃) /時間 (秒) ]に設定し、PCR産物は iQ SYBER Green 
Supermix® (Bio-Rad) を用いて最終濃度3 mM MgCl2 および 0.5 μM primerとなるよう




55/30、72/40 [温度 (℃) / 時間 (秒)]に設定し、iCycler® (Bio-Rad) を用いて行った。PCR
産物は、2.0% アガロースゲル中で電気泳動し、エチジウムブロマイド染色を施した後、
AE-6932GXES-U (アトー、東京、日本) を用い紫外線下で写真撮影を行った。 
 
ウエスタンブロット分析  
コンフルエントになった単一細胞層を、Cell Lysis Buffer® (Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA)を用いて、製品マニュアルに従い可溶化した。細胞溶解物はSodium 
dodecyl sulfate ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った後、semi-dry transblot system 
(アトー)を用いてpolyvinylidene difluoride membrane (アトー)に転写した。転写したメン
ブレンは0.5％ (v/v) Tween20含有PBSを用いて室温で1時間ブロッキングを行い、直ちに
1:1000に希釈したウサギ 抗phosphorylated ERK1/2、抗ERK1/2、抗phosphorylated p38、
抗p38、抗phosphorylated JNK あるいはanti-JNK 抗体 (Cell signaling Technology) を
室温で1時間反応させた。引き続き、希釈濃度1:2000のhorseradish peroxidase-conjugated 
goat anti-ウサギ IgG 抗体 (Cell signaling Technology)を用いて室温で1時間処理した後、







Luminescent Image analyzer ChemiDoc XRS Plus™ (Bio-Rad)を用いて分析した。発現強
度はNIH Image software を用いたデンシトメトリースキャンを行うことで定量化した。 
 
免疫蛍光抗体分析  
サブコンフルエントになった単一細胞層は、poly-L-lysine-coated glass bottom dish (松浪
硝子工業、大阪、日本)の上で15分間 2% パラホルムアルデヒドにより固定し、0.25% Triton 
X-100 を含んだPBS (PBS-T)で10分間処理した。さらに非特異的結合を防ぐために1% 
(w/v)ウシ血清アルブミン (Sigma)を含むPBS-Tで30分間ブロッキングした。その後、細胞
を一次抗体としてウサギ  抗サイクリンD1 ポリクローナル抗体  (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., Dallas, TX, USA) を用いて希釈濃度1:50で1時間反応させた。次に
1:1000で希釈した  Alexa Fluor® 488で標識したヤギ  抗ウサギIgG 抗体  (Invitrogen 







な結果を論文中に示した。また測定値は、それぞれの平均値と標準偏差  (standard 
deviation : SD)を算出して表した。各々の実験条件で刺激した試料と対照試料との間の有意




























































































mGluR1a, 2, 3, 4, 5および6は発現していないことを報告した[27]。一方で、檜井らはラッ
ト頭蓋骨由来の骨芽細胞において、グループIII受容体であるmGluR4およびmGluR8の発現
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図 1	  L-グルタミン酸は OCCM-30 の細胞増殖を促進する  
OCCM-30は 2% FBS含有 DMEM培地中で 24時間培養し、サブコンフルエントになった
細胞を、72時間、図で示した濃度の L-グルタミン酸で刺激した（A）。OCCM-30, MC3T3-E1, 
マウス脳およびヒトPDLを用いて全RNAを抽出し逆転写物をリアルタイムPCR法により




図 2	  mGluR1 シグナリングは OCCM-30 の細胞増殖を促進する  
OCCM-30は、DHPGあるいはCHPGを用いて 72時間、図で示した濃度で刺激した（A-B）。 
OCCM-30 を、100 μM 濃度の DHPG で図に示した時間、刺激した（C）。細胞増殖は、
WST-8 を用いた比色法にて測定し、材料および方法に記載の通りに細胞数をカウントした





図 3	  DHPG はサイクリン D1 遺伝子の発現およびサイクリン D1 の核内移行を増
加させる  
コンフルエントになった OCCM-30を、2％ FBS含有 DMEMで 4時間培養した後、図に
示した時間、DHPGで刺激を行った。サイクリン D1およびサイクリン E1遺伝子発現を、






μM 濃度の DHPG で刺激を行い、材料および方法の項に記載した通りに、サイクリン D1
の核内移行を免疫染色（緑）により検出した。白矢印は、サイクリン D1 核内移行を示す。
核は DAPI（青）で染色して可視化した。（倍率: 400倍）（C）。同様の実験を triplicate assay
にて 3 回繰り返して行い、その代表的なデータを平均値±標準偏差として示した。統計学
的有意差あり ( *：それぞれのコントロールに対して統計学的に有意差があることを示す 
(P<0.05))。 
 
図 4	  DHPG は、Bcl-2 遺伝子発現なしに Bcl-2A1 遺伝子発現を増加した  
コンフルエントになった OCCM-30を、2％ FBS含有 DMEMで 4時間培養した後、図に
示した時間、100 μM濃度の DHPG刺激を行った。全 RNAを抽出し逆転写物をリアルタ




図 5	 DHPG は MAP キナーゼのリン酸化を誘導する  
コンフルエントになったOCCM-30を 1％ FBS含有DMEM中で、図に示した時間、100 μ
M濃度のDHPGで刺激を行った。リン酸化された細胞溶解物の分析はphospho-specific p38 
MAP キナーゼ(Thr180/Tyr182)、phospho-specific JNK(Thr183/Try185)および p44/42 
ERK1/2(Thr202/Try204)抗体を用いてウエスタンブロット法により分析した（C）。抗 p38 
MAPキナーゼ抗体、抗 JNK抗体および抗 p44/42 ERK1/2抗体はコントロールとして使用
した (Molecular mass, p38 MAP キナーゼ: 43-kDa, JNK-1: 46kDa, JNK-2: 54-kDa, 
ERK1: 42-kDa, ERK2: 44-kDa)。リン酸化 p38 MAPキナーゼ、JNK1および ERK1の発
現レベルはデンシトメトリースキャニングで定量化した。リン酸化 p38 MAP キナーゼ、










図 6	 DHPG は、MAP キナーゼを介した OCCM-30 の細胞増殖を促進する  
サブコンフルエントになった OCCM-30を、100 μM濃度の DHPGで 72時間刺激する 30
分前に 10 µΜの SB203580、PD98059、または SP600125により前処理した。コントロー
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